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凝 固モー ド炭酸ガス レーザー照射後
ラット顎二腹筋の組織変化
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Histopathological　Changes　of　the　Rat　Digastric　Musc1e　after　the　Irradiation
of　CO2　Laser　in　Coagulation　Mode
Mina　KATo1,　Junko　YusA2,　Yuuko　SAkuRAI2　and　Hiroshi　ITo2
　　　 This　study　was　undertaken　to　clarify　the　histopathological　changes　of　skeletal
muscle　tissue　produced　by　CO21aser　in　coagulation　mode.
　　　 Laser　irradiation　to　the　rat　digastric　muscle　was　achieved　with　the　parameters　of
600μsec.　pulse　duration,6msec。　off　time,5W　peak　power,　and　5.1J/mm2　average　energy
density.　The　muscle　sections　O,3,6,12　hours　and　1,3,5,7,10,14　days　after　the　irradia-
tion　were　fixed　with　paraformaldehyde　and　embedded　 in　paraffin.　The　sections　were
stained　with　hematoxyline-eosin(H-E)for　histopathological　observation,　or　processed
immunohistochemically　to　examine　the　expression　of　desmin,　BrdU,　and　heat　shock
proteins(Hsp25　and　Hsp72/73).
　　　 Immediately　after　the　irradiation,　a　demarcated,　hemispheric　laser　wound　consist-
ing　of　coagulation　necrosis　was　observed.　In　the　wound,　although　the　nuclei　of　muscle
cells　were　visible,　those　cells　had　lost　the　immunoreactivity　to　antibodies　against　des-
min　and　Hsp25.　On　the　next　da又afew　 living　cells　were　observed　to　show　expression　of
desmin　or　uptake　of　BrdU　in　the　necrotic　zone,　and　the　circumference　of　the　wound　was
lined　by　Hsp72/73-positive　cells.　Between　the　3rd　and　10th　days,　the　necrotic　tissue　was
replaced　first　by　the　newly　formed　connective　tissue,　and　then　by　newly　formed　muscle
tissue.　During　that　period,　desmin　positive　cells　within　the　laser　wound　 increased　in
number,　but　there　were　no　Hsp25-positive　cells　in　the　wound.　The　replacement　by
newly　formed　muscle　tissue　was　completed　on　the　14th　day.The　repair　process　of　the
laser-induced　wound　 progressed　more　rapidly　than　that　of　a　electrocautery-made
wound,　where　foreign　body　granuloma　formed.
　　　 These　results　indicate　that　the　necrotic　muscle　tissue　produced　by　CO21aser　in　co-
agulation　mode　promotes　the　repair　process　rather　than　disturbing　it,　by　accelerating
the　proliferation　a d　difFerentiation　fmuscle　precursor　cells.
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緒 言
奥 羽 大 歯 学 誌
　炭酸ガスレーザーを生体組織に照射すると,組
織内水分が瞬時に沸騰,気 化す るために,照 射部
の組織が蒸散 し,消失 して しまう。炭酸ガスレー
ザーのこの作用を利用 して,現 在,外 科領域にお
ける処置および治療に炭酸ガスレーザーが頻用 さ
れている。最近,歯 科 ・口腔外科 において,従 来
よりも低出力のパルス波炭酸ガスレーザーが,口
腔粘膜の潰瘍あるいは炎症性病変 などの表在性病
変に対 して使用 され,良 好な結果 をもたらしてい
る。 このような低出力パルス波炭酸ガスレーザー
は凝固モー ド炭酸ガスレーザーと呼ばれ,従 来の
高出力連続波炭酸ガスレーザーがもっぱら組織の
除去に用いられていたのとは異な り,凝固モー ド
炭酸ガスレーザーは組織の凝固を作用の主体とし
ている1)。これにより,炭 酸ガス レーザーによる
治療が組織損傷の少ない,よ り保存的なものとな
り,歯科 ・口腔外科領域では口腔粘膜を含めた口
腔軟組織疾患の治療に凝 固モー ド炭酸ガスレー
ザーが高頻度で使用されるようになってきた2,3)。
　現在,凝 固モー ド炭酸ガスレーザーは歯科臨床
において広 く用いられているが,こ の種の炭酸ガ
スレーザーを照射 された口腔周囲組織の変化,お
よびその治癒過程についての報告 は少ない。それ
ら報告は,凝 固モー ドの炭酸ガスレーザー照射を
受けたラット歯肉1,4)あるいはラットロ蓋動脈5)の
組織変化 を,病理組織学的および免疫組織学的に
検討 している。凝固モー ドの炭酸ガスレーザーを
照射 したラッ ト皮膚の組織変化についての報告6)
では,照 射後の組織変 化は皮膚表面 か ら760～
1150μmの深 さまでに生 じていたと記載 されてい
ることから,舌粘膜 あるいは頬粘膜に生 じた病変
の処置に凝固モー ド炭酸ガスレーザーを使用する
と,それら粘膜の直下に位置する骨格筋組織にも,
レーザー照射による組織変化が生 じることが考え
られる。しか しながら,凝 固モー ド炭酸ガスレー
ザー照射後の骨格筋における組織変化についての
報告は現在までない。
　熱シ ョックタンパ ク質(Hsp)は熱刺激など種々
のス トレスによって合成が促進 されるタンパク質
として当初同定 されていたが7),その後,Hspが
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正常細胞において分子シャペ ロンとして機能する
ことが明 らかにされている8)。Hspはその分子量
によりい くつかのファミリーに分類 されている。
それ らHspの中で骨格筋細胞の防御反応 と適応
反応 において重要 な役割 を果 た してい るのは,
Hsp25およびHsp72であることが知 られてい る9)。
ヒ トHsp27のhomologueであるラッ トHsp25は
ラッ ト正常骨格筋において発現 し1°),筋細胞に特
異的な中間径 フィラメントであるデス ミンなどの
細胞骨格タンパ ク質と結合 していると考えられて
いるが9),レーザー照射後骨格筋におけるHsp25
の発現状況は解明 されていない。Hsp72および
Hsp73はHsp70ファミリーを構成するHspであり,
Hsp72は熱刺激に反応 して速やかに合成されるが,
Hsp73は刺激に対す る応答性のない,構 成的タン
パク質であるとされる1°)。レーザー照射を受けた
ラット歯周組織1)および皮膚6)におけるHsp72/73
の局在が報告 されているが,その発現状況を,レー
ザー照射 を受けた骨格筋において明らかにした研
究は現在までない。
　以上のように,レ ーザー照射を受けた骨格筋の
組織変化過程,お よび レーザー照射後骨格筋にお
けるHspの発現状況はいずれ も解明 されていな
い。そこで,本 研究では,ラ ッ ト顎二腹筋に凝固
モー ド炭酸ガスレーザー照射 を行い,レ ーザー照
射を受 けた筋組織において,ど のような組織反応
および治癒過程が展開 され るかを病理組織学的に
検討 し,ま た,レ ーザー照射部位におけるHsp
の発現状況を免疫組織化学的に解明した。
材料および方法
　 1.実 験動物 と実験装置
　 実験 動物 と して6～7週 齢体重200～250gの雄
性Wistar系ラ ッ1・(日本 ク レア)150頭を用 いた。
動物実験 は奥羽大 学動物実験 規程 に従 い,動 物実
験委 員会 の承 認 を得 て行 った(許 可番号:21年度
第3号,22年 度第28号,23年度第45号〉。50mg/kg
の ペ ン トバ ル ビ タール ナ トリウ ム(Nembutal　R,
ABOTT)腹 腔 内投与 に よ る麻 酔下,剃 毛 後,両
側 の顎 二腹筋前腹 を剖 出 し,レ ーザー光 を照射 し
た(レ ーザ ー群)。
　 レーザ ー発振 装置 としてPanalasCO5ΣR(パナ
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　 3.免疫組織化学
　表1に 示 した一次抗体 を使用 し,抗Hsp25抗
体 にはLSAB法を,そ の他の一次抗体 には高分
子ポ リマー間接法を適用 した13)。キシレンによる
脱パ ラフィンを行ってか ら,BrdU染色のための
切片を4NHCIに浸積 してDNAを 単鎖化 した14)。
脱パラフィン後 あるいはDNAの 単鎖化後にすべ
ての切片 を0.3%過酸化水素水添加 リン酸緩衝生
理食塩水(PBs)に室温 で20分浸漬 して内因性
ペルオキシダーゼを除去 した。この後,Hsp25染
色では抗体の非特異的反応を防止するために切片
と正常 ロバ血清 を室温で20分反応 させた。一次
抗体の反応 は室温で表1に 示す時間にて行った。
Hsp25染色には二次抗体として,ビ オチン標識抗
ヤギIgG(1:100,　Chemicon)を室温で30分反
応 させ,さ らに,ペ ルオキシダーゼ標識 ス トレプ
トアビジン(ニ チレイバイオサイエ ンス)を 室温
で10分反応 させた。Hsp25以外の染色には二次抗
体 として,ペ ルオキシダーゼ標識 ア ミノ酸 ポリ
マーを結合 した抗マウス抗体(ニ チレイバイオサ
イエ ンス)を 室温で30分間反応 させた。ペルオ
キシダーゼはDABキ ッ ト(ニチ レイバ イオサイ
エ ンス)に て発色させ,核 染色はヘマ トキシリン
で行った。なお,一 次抗体に換 えてPBSで反応
を行 った切片 を陰性対照 とした。
果結
　 1.病理組織学的所見
　 レーザー照射直後,照 射部位には筋表面 を底面
とした半球状 を呈する壊死巣が形成 され,壊 死巣
表層 は軽度に膨隆 していた。壊死巣辺縁部の壊死
筋線維は好酸性硝子様 を呈 し,それら硝子様壊死
筋線維領域が壊死巣 を縁取るのが観察 された。壊
死巣内部の筋線維には空胞化がみられ,横 紋 は不
明瞭となっていたが,筋細胞の核は認め られた(図
1a,　b)。照射後3時 間か ら12時間では,壊 死巣
辺縁部において,壊死筋線維 は断裂 し,断裂によっ
て生 じた間隙および壊死筋線維間隙は水腫により
開大 して,同 部には好中球が浸潤 していた(図1
c,d)。壊死巣内部では壊死筋線維の核 は消失 し
ていたが,好 中球浸潤は認められなかった。
　照射1日 後においては,壊 死巣辺縁部では好中
ソ ニ ッ クデ ンタ ル)を 使 用 した。 照 射 は 内径
1.5mmのコ ン タク トチ ッフ゜(テーパ ー1A)を
用 い,ピ ークパ ワ ー5W,パ ル ス幅0.6m秒,休
止 時 間6m秒,パ ル ス数151.5ppsの照射 条 件 で
行 った4・12)。照 射 に 際 して は,両 側 顎 二腹 筋 前腹
中央部 の2×3mmの 範 囲 に コ ン タク1・チ ップ を
20秒間走 査 させ た。 この照 射 によ る照射 面 エ ネ
ル ギ ー密 度 は5.1J/mm2と算 出 され る。 この照 射
によ り,筋 組織表 面 に肉眼的 な白濁 が生 じた。
　対 照 と して電 気 メス処置 を行 った。 この処 置 に
は球 形チ ップ を用い,レ ーザ ー照射 時 と同様,顎
二 腹 筋 前腹 中央 部 で チ ップ を走 査 させ て 行 っ た
(電気 メス群)。 電 気 メス処置 によ って筋表 面 に
変色 が生 じ,こ の変色域 の大 きさが,レ ーザ ー照
射群 におけ る白濁域 の大 き さと同 じとな るよ うに,
電 気 メスの 出力 は4Wに,チ ップの走 査 時 間 は
5秒 にそれぞれ設定 した。
　 2.標 本 作 製
　 レーザ ー照射後 または電気 メス処 置後0,3,6,
12時間,1,3,5,7,10,14日 後,ペ ン トバ ル
ビタール ナ トリウム腹腔 内麻酔下 に,リ ン酸緩衝
4%パ ラホル ムアル デ ヒ ド(pH　7.4)を大 動脈起
始 部か ら注 入 して,灌 流 固定 を行 った後 に両側顎
二 腹筋 を採取 した。採 取後 の試 料 には同様 の 固定
液 によ り4℃ 一晩 の浸 漬固定 を行 った。な お,灌
流 固 定15分前 に細 胞 増 殖 活 性 を検 討 す るた め,
5-Bromo-2'-deoxyuridine(BrdU,　sIGMA)
100mg/kgを腹 腔 内 に投与 した。 固定終 了 後,通
法 によ りアル コール脱 水 とパ ラフ ィン包 埋 を行 い,
厚 さ4μmの 連続 切 片 を作 製 した。 ヘ マ トキ シ
リン ・エ オ ジ ン(H-E)染 色 を施 して病 理 組織
学的 に検 討 した後,以 下 の免疫 組織化 学的検索 を
行 った。
表1　使用抗体
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図1　凝固モード炭酸ガスレーザー照射による顎二腹筋組織の変化,H-E染色
　a,b:照射後0時間。硝子様壊死筋線維で縁取りされた半球状の壊死巣が形成 され,壊死巣は軽度膨隆
　　　　 し(a),壊死筋線維表面には細胞核がみられる(b)。
　c,d:照射後6時 間。壊死巣辺縁部の筋線維は断裂し(c),同部には好中球が浸潤している(d)。
　e,f:照射後1日。壊死巣は軽度縮小 し(e),壊死巣辺縁部では生細胞(矢 印)が認められる(D。
　g,h:照射後3日 。壊死巣を置換する肉芽組織がみられ(g),肉芽組織内では正常筋線維に連なる,紡
　　　　錘形細胞の束状配列(矢印)が観察される(h)。
　i,」:　照射後5日 。壊死巣の器質化が進み(i),壊死筋線維問には多数の紡錘形細胞が認められ,壊死巣
　　　　周囲では筋管細胞(矢 印)が出現している(j)。
　k,1:照射後7日 。壊死筋線維は少量となり(k),肉芽組織内には多核を有する再生筋線維がみられる(1)。
　m,n:照射後10日。壊死筋線維は消失し(m),壊死組織を置換した肉芽組織では太い再生筋線維が不規
　　　　 則な走行を示す(n)。
　o,p:照射後14日。レーザー創は再生筋線維で置換され(o),再生筋線維には横紋がみられる(p)。
　 スケールバー:a,c,　e,　g,　i,　k,　m,　o=500μm,
　　　　　　　　b,d,f,h,j,1,n,p=100μm
図2　電気メス処置による顎二腹筋組織の変化,H-E染色
　a:　処置後0時 間,b:処置後6時 間,　c:処置後1日。壊死巣の広がりはレーザ創 と比べ大きく,壊死
　　　 巣と周囲組織 との境界は不明瞭である。
　d:　処置後5日 。壊死巣周囲に肉芽組織がみられる。
　e,f:処置後7日。電気メス創の表層には異物肉芽組織が形成され(e),そこには多核巨細胞が観察される(D。
　g:　処置後10日,h:処置後14日。異物肉芽組織は時間の経過とともに縮小するが,14日後でも残存している。
　スケールバー:a～e,g,h=500μm
　　　　　　　　f=100μm
(5)
48 奥 羽 大 歯 学 誌
球浸潤が観察 されたが,壊 死巣内部には好中球の
浸潤はなく,同部の壊死筋線維間には生細胞が散
在性に出現 し,それ ら生細胞の一部は紡錘形の形
態を示 していた(図1e,f)。
　照射3日 後では,壊 死巣周囲において,断 裂 し
た壊死筋線維 と置 き換わる肉芽組織 が観察 され,
同部には正常筋線維に連なる,長紡錘形細胞の束
状配列が観察 された。また,壊 死巣内部における
生細胞の個数は照射1日 後 と比べ増加 し,壊死筋
線維間隙のみならず,壊 死筋線維内に生 じた亀裂
においても生細胞が認め られた(図1g,h)。
　照射5日 後になると,壊死巣の大きさが減少す
る一方,壊 死巣内の生細胞はその分布密度を上昇
させていた。壊死巣周囲では再生筋細胞 とみなさ
れる細胞は太さを増 し,それ らの多くが長紡錘形
の形態 をとっていた。また,壊 死巣周囲では,多
数の核が筋線維の中央部に数珠状に配列 した筋管
細胞が認められた(図1i,j)。
　照射後7日 では,壊 死巣はさらに縮小 し,壊死
筋線維間には多数の紡錘形細胞が存在 し,ま た壊
死巣周囲の肉芽組織には多核 を有する太い再生筋
線維がみ られた。それら筋線維の一部は,複 数の
細胞核を筋線維の周縁部に有 していた(図1k,1>。
　照射後10日,壊死筋線維は消失 し,壊 死組織
を置換 した肉芽組織の内部では,太 い再生筋線維
が不規則に走行 していた(図1m,　n)。
　照射後14日で は,肉 芽組織 はすべ て再生筋線
維で置き換 えられ,再 生筋線維には横紋が観察 さ
れた(図10,p)。
　電気メス処置直後に生じた壊死巣は,レ ーザー
照射直後に生 じた壊死巣と比べ,よ り広範囲に広
が り,レ ーザー照射後にみ られた,硝 子様筋線維
領域が壊死巣を縁取る所見は観察 されず,壊 死巣
と周囲組織との境界は不明瞭で あった(図2a)。
電気メス処置後3時 間から5日 の病理組織所見は,
同時期のレーザー照射群の病理組織所見 とほぼ同
様であった(図2b～d)。しか しながら,処 置後
7日では,多 核巨細胞 を伴った異物肉芽組織が,
レーザー巣の表面を覆って存在 していた(図2e,
f)。この異物肉芽組織は処置後10日には大 きさを
減 じていたが,処 置14日後において も残存 して
いた(図2g,　h)。
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　 2.免 疫組織化学的所見
すべての免疫染色において,陰 性対照切片には
陽性反応が全 く認め られなかった。
　 1)デス ミンの発現
　 レーザー照射直後に壊死筋線維のデスミン染色
性は消失 し,そ の後のいずれの時点において も,
壊死筋線維はデス ミン陰性であった(図3a～e)。
　照射後1日 の壊死巣辺縁部では,デ スミン陽性
の紡錘形単核細胞が壊死筋線維問に少数認められ
た(図3b)。照射後3日,壊 死巣周囲の肉芽組
織において,束 状 に配列する長紡錘形細胞がデス
ミン強陽性を示 し,それ らデスミン陽性細胞は壊
死筋線維 と正常筋線維 とをつなぐように束状配列
していた。また,壊 死巣内部では,壊 死筋線維に
接する紡錘形細胞 と,壊 死筋線維に生じた亀裂に
侵入 した細胞 とに強い陽性反応が観察された(図
3c,　d)。
　照射後5日 および7日 では,壊 死巣内にデス ミ
ン陽性の紡錘形細胞が多数観察 され,壊 死巣周囲
では再生筋線維がデス ミン強陽性 を示 していた
(図3e)。照射後10日には,肉 芽組織 内の太い
再生筋線維に陽性反応がみられ,ま た肉芽組織内
では,樹 枝状あるいは紡錘形の繊細な胞体を有す
る細胞にもデス ミンの局在が認められた(図3f)。
　電気メス処置群では,処 置直後から5日後の壊
死巣内部にデス ミン陽性細胞は認められなかった。
電気メス処置7日 後では肉芽組織内の再生筋線維
がデス ミン強陽性 を示す とともに,異 物肉芽組織
内にはデスミン陽性の不定形物がみられた(図3g)。
　 2)Hsp25の発現
　正常筋線維 は恒常的にHsp25陽性 を示 してい
た。 レーザー照射直後には壊死巣の染色性は失わ
れ(図4a,b),その後のいずれの時点で も,壊
死筋線維におけるHsp25染色性の減弱(図4c,　d>
ない しHsp25染色性の消失(図4e)が 観察 され
た。 レーザー照射後3時 間～7日 の壊死巣におい
てHsp25染色陽性の紡錘形単核細胞 は認められ
ず,照 射3日 後以降にみ られた再生筋線維におい
てのみHsp25強陽性反応が観察された(図4a～f)。
　 電 気 メス処 置 直 後 か ら処 置5日 後 まで の
Hsp25染色所 見は,同 時期の レーザー照射群 の
Hsp25染色所見とほぼ同様であった。なお,電 気
(6)
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図3　デスミン免疫染色
a,b:照射後1日。レーザー創の壊死筋線維はデスミン陰性であるが,レ ーザー創辺縁部ではデスミン
　　 染色陽性の細胞(b,矢印)が少数みられる。
c,d:照射後3日。壊死巣周囲ではデスミン強陽性を示す紡錘形細胞が束状配列 し,壊死巣内では壊死
　　 筋線維に接するデスミン陽性細胞(d,矢印)がみられる。
e:　照射後7日。壊死巣内では多数のデスミン陽性細胞が観察 される。
f:　照射後10日。肉芽組織内では,太い再生筋線維と紡錘形あるいは樹状で繊細な胞体を有する細胞(矢
　　 印)とがデスミン染色陽性を示す。
g:　電気メス処置後7日 。異物肉芽組織内にデスミン陽性不定形物がみられる。
スケールバー:a,c=500μm
　　　　　　 b,d～g=100μm
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 (7)
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メス処置7日 後以降にみられた異物肉芽組織内に
Hsp25陽性不定形物が観察 された(図4g)。
　 3)Hsp72/73の発現
　 レーザー照射群におけるHsp72/73の局在 は壊
死巣と正常組織との境界部において散在性に,か
つ壊 死巣 を囲 む よ うに観 察 され た(図5a)。
Hsp72/73陽性を示 していたのは紡錘形細胞 と毛
細血管内皮細胞であり,正 常筋線維および壊死筋
線 維 は い ず れ もHsp72/73陰性 で あ っ た。
Hsp72/73陽性反応 は照射後3時間か ら観察 され始
め,陽 性反応強度および陽性細胞数はいずれ も照
射後12時間か ら1日 で極大 となり,照 射7日 後
以降にはHsp72/73発現は認められなかった。
　電気 メス処置後のHsp72/73陽性反応は,処 置
後12時間から3日 においてのみ観察 された。レー
ザー照射後と同様に,壊 死巣 と正常組織の境界部
にHsp72/73の発現が観察 されたが,レ ーザー照
射後にみ られたようなHsp72/73陽性細胞が壊死
巣を取 り囲む形態は明 らかではなかった(図5b)。
　 4)BrdUの取 り込み
　 レーザー照射群におけるBrdUの取 り込みは,
壊死巣周囲では照射後1日 か ら10日まで観察 さ
れ,壊 死巣内では照射後3日 か ら10日までみ ら
れた。両部位 においてBrdU陽性核 の個数は照
射7日 後 と比べて照射10日後 に減少 してい た。
レーザー照射後 のBrdU陽性反応 は,正 常筋線
維に連なる長紡錘形細胞,肉 芽組織内の紡錘形細
胞および壊死筋線維 に接す る紡錘形細胞にみ られ
た(図6a)。
　電気メス処置群では処置後1日 から5日 の壊死
巣周囲においてのみBrdUの取 り込みが観察 さ
れ,壊 死巣 内で はすべ ての観察 時点 において
BrdU陽性反応は認められなかった(図6b)。
考 察
本研究 は,凝 固モー ド炭酸ガスレーザー照射 を
受けた骨格筋組織 における,組織変化および治癒
過程 を,電気メス処置後の骨格筋組織 と比較 しつ
つ,病 理組織学的および免疫組織学的に解明する
ことを目的として行われた。凝固モー ド炭酸ガス
レーザーをラッ ト顎二腹筋に照射すると,照射直
後に半球状の壊死組織が形成 され,そ の壊死組織
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の最外層では壊死筋線維が強く凝固 して硝子様 を
呈 していた。それら硝子様物 は壊死巣と周囲正常
組織 と境界線をなすように配列 して,壊 死組織 と
周囲組織 との境界は明瞭であった。 これに対 し,
電気メス処置直後では壊死組織が,レ ーザー照射
直後 と比べ,よ り広範囲に広がり,ま た,壊 死筋
線維からなる硝子物の境界線状配列は明 らかでは
なく,壊 死組織 と周 囲組織 との境界 は不明瞭で
あった。 レーザー照射により形成 された壊死領域
と周囲組織 との境界が明瞭であることは,本 研究
で用いたパルス波炭酸 ガスレーザーの特性である,
切除範囲を正確 に制御できるという事項が,筋 肉
組織においてもあてはまることを示 しているとみ
なされる。
　今回,レ ーザー照射後には,電 気メス処置後に
み られた異物肉芽組織は形成 されず,レ ーザー創
の治癒期間は,電 気メス創のそれと比べ短いこと
が明らかとなった。本研究で,レ ーザー照射によ
り形成 された壊死筋線維は,照 射後3日 以降,肉
芽組織 により壊死巣辺縁部から器質化 されつつ照
射10日後 には消失 し,照 射後14日では筋線維 の
再生が完了していた。この間,壊 死筋線維 に対す
る異物反応は軽度であって,壊 死巣辺縁部で好中
球浸潤がみられたのみであり,異物肉芽組織の形
成はなかった。これに対 し電気メス処置群では処
置後7日 から異物肉芽組織が観察され,レ ーザー
創の治癒 が終了 した術後14日において も異物 肉
芽組織が残存 していた。
　 レーザー照射を受 けて壊死に陥った結合組織は,
コラーゲン変性の明らかな表層領域 とH-E染色
では変化が明 らかではない深層領域 とに区別 され
る6)。かつては,そ の表層壊死領域が レーザー創
の治癒を遅 らせ る元凶とされてきた15,16)。しか し
なが ら,本研究 と同様の照射条件で凝固モー ド炭
酸ガスレーザーを皮膚または歯肉に照射 した報告
があり生6),それ らはレーザー照射によって壊死に
陥った結合組織は治癒 を阻害するものではなく,
む しろレーザー創の保護に一定の役割 を果たして
いると述べている。本研究では,レ ーザー照射に
よって生 じた壊死筋線維は照射後7日 まで残存 し
ていたが,異 物肉芽組織の形成は全観察期間を通
じてみ られなかった。このことか ら,レ ーザー照
(8)
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図4　 Hsp25
　a,b:照射後1日。 レーザー創の壊死筋線維はHsp25の染色性が減弱ないし消失している。
　c,d:照射後3日 。壊死巣周囲ではHsp25陽性を示す再生筋線維(d,矢印)が みられるが,壊死巣内で
　　　 はHsp25陽性細胞は認められない。
　e:　照射後7日,f:照射後10日。壊死巣内(e)および肉芽組織内(f)のいずれにおいてもHsp25陽性の紡
　　　 錘形細胞は観察されない。
　g:　電気メス処置後7日 。異物肉芽組織内にHsp25陽性の不定形物がみられる。
　 スケールバー:a,c=500μm
　　　　　　　 b,d～g=100μm
(9)
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図5　 Hsp72/73染色
a:照射後1日,b:電 気メス処置後1日 。レーザー照射後には壊死巣の輪郭線上に配列するHsp72/73
　 陽性反応(a,矢印:紡錘形細胞,矢 頭印:血管内皮細胞)が みられるが,電気メス処置後の陽性反
　 応(b,矢印)は そのような配列を示さない。
スケールバー:a,b=100μm
図6　 BrdU染色
　a:照射後3日,b:電気メス処置後3日。レーザー照射後には壊死巣内(*)にBrdU陽性反応(a,矢印)
　　 がみられるが,電気メス処置後の壊死巣内にはBrdU陽性反応が認められない。
　スケールバー:a,b=100μm
およびサテライ ト細胞か ら分化 した筋芽細胞19)に
局在 しているとされることか ら,レ ーザー照射後
の壊死巣や肉芽組織にみられたデス ミン陽性単核
細胞はサテライ ト細胞 または筋芽細胞であると考
えられる。本研究では,電 気メス群の壊死巣には
デス ミン陽性細胞が認められず,レ ーザー群では
壊死巣内すなわち壊死筋線維間にデスミン陽性単
核細胞 がみ られ,壊 死筋線維 が消失 した照射後
10日の肉芽組織 内にも樹枝状 あるいは紡錘形の
デス ミン陽性細胞が観察された。このように,レー
射により生 じた壊死筋組織は,異 物 として排除さ
れるのではな く,レ ーザー照射により壊死に陥っ
た結合組織 と同様に,レ ーザー創の治癒 を促進 し
ているのではないかとい う推察がなされる。
　今回の免疫染色では,レ ーザー照射によって生
じた壊死巣と壊死巣を器質化する肉芽組織 とにお
いて,デ ス ミン陽性の単核細胞が観察 された。デ
スミンは筋細胞に特異的な中間径フィラメントで
あって,筋 線維のZ帯 に局在 している17)。また,
骨格筋の再生過程においては,サ テライ ト細胞18)
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ザー群の壊死領域と電気 メス群の壊死領域 とでは,
デスミン陽性細胞の出現状況が全 く異なるという
現象が今回確認された。また,免 疫染色において,
レーザー群 と電気メス群 とでは陽性細胞の出現状
況が異なるという現象 は,デ ス ミン染色のみなら
ず,BrdU染色でも観察 された。すなわち,レ ー
ザー群ではBrdU陽性細胞 が壊死巣周囲だ けで
はなく,壊 死巣内部でも認められたのに対 し,電
気メス群 では壊死巣周囲 においてのみBrdU陽
性細胞が観察 された。凝固モー ド炭酸 ガスレー
ザー照射後組織におけるBrdUの取 り込み につ
いては,横 手ら14)の報告があり,その報告は,手
術用金属 メス創におけるBrdU取り込み状況 と
比較 して,レ ーザー照射後組織では より多くの
BrdU取り込みがみ られたと述べてい る。筋の再
生 に際 しては,筋 線維 に付着 していたサテライ ト
細胞の分裂と分化により生 じた筋芽細胞が さらに
分裂,分 化 し,その後に融合することにより筋管
細胞 が生ずるとされていることか ら20),本研究の
レーザー照射後に形成 された壊死巣内および壊死
巣周囲のBrdU陽性細胞はDNA合 成 中の,サ テ
ライ ト細胞あるいは筋芽細胞であるとみなすのが
妥当 と考 えられ る。ただ し,そ れ らBrdU陽性
細胞の分化段階を明らかにす るためには,BrdU
陽性細胞においてサテライ ト細胞および筋芽細胞
の分化マーカー20)を詳細に検討する必要がある。
　本研究では,レ ーザー照射後に生 じた壊死巣内
に,デ ス ミン陽性細胞 とBrdU陽性細胞すなわ
ち増殖サイクルに入っている細胞 とが出現 してい
たことは,先 に記 した,レ ーザー照射後壊死組織
がレーザー創の治癒 を促進す るとい う現象が,
レーザー照射後壊死筋組織において も生 じている
ことを示していると推察 される。また,こ の現象
にはレーザー光の光生物学的活性化反応21)が関与
していることも考えられる。
　本研究では,レ ーザー照射 を受けた筋組織にお
けるHsp25の局在状況 を観察 した ところ,正 常
筋線維 でみ られたHsp25の局在が,レ ーザ ー照
射後の壊死筋線維において消失 し,そ の後に出現
した再生筋線維は強いHsp25陽性反応 を示 して
いたのが確認 された。 これまでに,レ ーザー照射
後 の筋組織 におけるHsp25につ いては報告がな
く,凝 固モー ド炭酸ガスレーザー照射を受けた歯
根膜の線維芽細胞 と毛細 血管内皮細胞 とにおける
Hsp25局在 を免疫組織化学的に観察 した報告があ
り1),その報告では,Hsp25が,レー ザ ー照射後
の組織修復の開始と進展に重要な役割を果たして
いるであろうとの推察がなされている。本研究で
はHsp25の強陽性反応が レーザー照射後の再生
筋線維でみ られたが,サ テライ ト細胞および筋芽
細胞 とみな され る細胞 にはHsp25の局在は認め
られなかった。 このことから,再生筋線維の分化
がある程度進行すると,Hsp25がその再生筋線維
において発現するとの推察がなされ,Hsp25発現
は再生筋線維の分化段階 を示す指標 となりうる可
能性 も考えられる。
　今回のHsp72/73免疫染色では,歯 肉に本研究
と同 じレーザーを照射 したYamasakiら4)の観察
と同様に,レ ーザー創の輪郭線 をなすHsp72/73
陽性像が観察 されている。この観察所見は,結合
組織 だけでな く,骨 格筋組織において もHsp70
ファミリーの局在が壊死領域の輪郭線となりうる
ことを示すものである。 また,本 研究の レーザー
照射直後には,照 射を受けた筋線維の表面に細胞
核が認められたが,正 常筋線維に豊富に存在する
中間径 フィラメン トであるデスミンの局在は観察
されなかった。Hsp70ファミリーの局在で輪郭 さ
れた,レ ーザー照射による壊死巣に存在する細胞
は,組 織学的に正常の形態 をとっていたとしても,
実際は死に陥 りつつある細胞であるとい うことが
電子顕微鏡観察で確認 されてお り4),今回,レ ー
ザー照射直後に観察 された,デ ス ミン陰性で細胞
核を有 している筋線維は,凝 固モー ドレーザー照
射によって生 じた壊死細胞の特徴を示すものであ
ると思われる。
　本研究の免疫染色では正常筋線維にHsp72/73
陽性反応 は観察 されなかった。レーザー照射後骨
格筋にお けるHsp70ファ ミリー発現につ いての
研究や報告は見あたらず,運 動負荷をかけた骨格
筋におけるHsp72発現量の増加を確認 した研究22)
や,ラ ッ トの正常長指伸筋におけるHsp72発現
量を測定 した報告9)がある。 しか しなが ら,本研
究では正常筋線維においてHsp72/73は認められ
なかった。正常筋線維におけるHsp70ファミリー
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論結
　凝固モー ド炭酸ガスレーザーを照射 された骨格
筋における組織変化 を解明す るために,ラ ット顎
二腹筋に凝固モー ド炭酸 ガスレーザーを照射 し,
その後の組織変化 を病理組織学的ならびに免疫組
織学的に観察,検 討 して,以 下の結果 を得た。
　 1.処置直後,レ ーザー群の壊死組織 と周囲組
織との境界は明瞭であったが,電 気 メス群では壊
死組織 と周囲組織 との境界は不明瞭であった。
　 2.レーザー創では異物反応はほとんど認めら
れず,レ ーザー照射後14日で レーザー創の治癒
が完了 していたが,電 気メス創では処置後7日 以
降に異物肉芽組織が観察 され,電 気 メス処置後
14日でも異物肉芽組織が残存 していた。
　 3.レーザー群では,壊 死巣内および肉芽組織
にデス ミン陽性細胞 とBrdU陽1生細胞 とがみ ら
れたが,電 気 メス群の壊死巣内および肉芽組織に
は,それ ら陽性細胞は認められなかった。
　 4.本研究の骨格筋再生過程 において,サ テラ
イ ト細胞あるいは筋芽細胞 とみな され る細胞には
Hsp25の発現は認められなかったが,再 生筋線維
においてはHsp25の発現が観察 された。
　 5.レーザー群におけるHsp72/73の陽性反応
は,壊死巣の輪郭線上に観察 された。
　 以上の結果から,凝固モー ド炭酸ガスレーザー
照射により骨格筋に生 じたレーザー創の治癒期間
は,骨格筋における電気メス創の治癒期間 と比べ
短いことが確認 され,凝 固モー ド炭酸ガスレー
ザー照射によって生 じた壊死組織はレーザー創の
治癒 を促進していることが推察 された。
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